1 



(12) NACH DEM VERTRAG USER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
12. April 2001 (12.04.2001) 




■ ill 



PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 01/25278 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C07K 14/62, 
C12N 15/10, 15/63, 15/70 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/EP00/09017 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

15. September 2000 (15.09.2000) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 47 456.7 2. Oktober 1999 (02.10.1999) DE 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 
CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, DU DM, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BF. BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN, TO, TG). 



(71) Anmelder: AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND 
GMBH [DE/DE]; Briiningstrasse 50, 65929 Frankfurt 
(DE). 

(72) Erfinder: HABERMANN, Paul; Rossertstrasse 35, 
65817 Eppstein (DE). ERTL, Johann; Goethes- 
trasse 1, 65817 Eppstein (DE). MEIWES, Johannes; 
Theodor-Fliedner-Strasse 39, 65510 Idstein (DE). 
SEIPKE, Gerhard; Wiesenstrasse 44, 65719 Hofheim 
(DE). 



Veroffentlicht: 

— Mit Internationale m Recherchenbericht. 

— Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspriiche geltenden 
Frist; Verqffentlichung wird xviederholt, falls Anderungen 
eintrejfen. 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erklarungen f f Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: C-PEPTIDE FOR THE IMPROVED PRODUCTION OF INSULIN AND INSULIN ANALOGUES 

(54) Bezeichnung: C-PEPTED ZUR VERBESSERTEN HERSTELLUNG VON INSULIN UND INSULIN AN ALOGA 



^=1 
< 

IT- 



(57) Abstract: The invention relates to a precursor of human insulin or an insulin analogue of the formula (I): 
Fus-B(l-30)-RDVP-Y n -A(l-21), whereby Fus is an optionally present fusion component of any sequence, B(l-30) is the B chain 
of human insulin, Y stands for an amino acid chain which ends with a C-terminal basic amino acid, n is 2 to 50 and indicates the 
length of the amino acid chain Y and A( 1-21) is the A chain of human insulin. The A and/or the B chain can be modified by 
means of amino acid exchanges, deletions and/or additions. The invention also relates to a DNA coding therefor. The invention 
further relates to the production and the use of the precursor and the DNA as well as to a method for producing human insulin or 
an insulin analogue. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf einen Vorlaufer von humanem Insulin oder eines Insulinanalogons der 
formel (I): Fus-B(l-30)-RDVP-Y n -A(l-21); wobei Fus ein optional vorhandener Fusion santeil beliebiger Sequenz ist; B(l-30) die 
B-Kette von humanem Insulin ist, Y fur eine Aminosaurekette stent, welche mit. einer basischen Aminosaure C-terminal endet; 
n gleich 2 bis 50 ist und die Lange der Aminosaurekette Y angibt; und A(l-21) die A-Kette von humanem Insulin ist, und die 
A-und/oder die B-Kette durch Aminisaureaustausche, Deletionen und/oder Additionen modifiziert sein konnen, eine DNA kodierend 
dafur, Herstellung und Verwendung von Vorlaufer und DNA sowie ein Verfahren zur Herstellung von humanem Insulin oder eines 
Insulinanalogons. 



CID:<WO 0125278A1J > 



WO 01/25278 PCT/EPOO/09017 



C - Peptid zur verbesserten Hersteliung von Insulin und Insulinanaloga 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein synthetisches Derivat des C - Peptides aus 
Proinsulin. Proinsulin, enthaltend dieses Derivat, hat auf verschiedene Art und Weise 
5 bessere Eigenschaften als gewohnliches Affenproinsulin, insbesondere verbessert 
sich die Endausbeute des jeweiligen Insulinderivats bei dessen gentechnischer 
Hersteliung. 

Die Zahl der Erkrankungen an Diabetes nimmt weltweit stetig zu. Proportional dazu 
10 steigt derBedarf an Insulin oder Derivaten des Insulin. Damit besteht die Aufgabe, die 
bestehenden Verfahren hinsichtlich der Ausbeute an Wirkstoff zu optimieren. im 
Europaischen Patent EP-B1 0 489 780 ist ein Verfahren zur Hersteliung von Insulin 
Oder Derivaten hiervon vorgeschlagen. Die dort beschriebenen Vektoren dienen zur 
Hersteliung von Humaninsulin mit dem Plasmid plNT90d oder als Ausgangsplasmide 
15 zur Konstruktion des in der Europaischen Patentanmeldung EP-A 0 821 006 
beschriebenen Plasrnides plNT302d, das zur Hersteliung eines His(B31) His(B32) 
Gly(A21 ) - Insulinderivates dient, oder zur Konstruktion des in der Europaischen 
Patentanmeldung EP-A 0 885 961 beschriebenen Vektors plNT329d, der zur 
Hersteliung des Lys(B3) Glu(B29) Insulinderivates dient. 

20 

Es wurde nun gefunden, dali besonders vorteilhafte Proinsulinderivate solche der 
Formel I sind, 

Fus-B(1-30)-RDVP-Y n -A(1-21) (|); 

25 wobei 

Fus ein optional vorhandener Fusionsanteil beliebiger Sequenz ist; 

B(1-30) die B-Kette von humanem Insulin ist, 

Y fur eine Aminosaurekette steht, welche mit einer basischen Aminosaure 

C-terminal endet; 

30 n gleich 2 bis 50 ist und die Lange der Aminosaurekette Y angibt; und 

A(1-21) die A-Kette von humanem Insulin ist, 
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und die A- und/oder die B-Kette durch Aminosaureaustausche, Deletionen und/oder 
Additionen modifiziert sein konnen. Oberraschend werden dabei je nach 
Zusammensetzung der Insulin A - bzw. - B - Kette gleiche und voneinander 
verschiedene Vorteile beobachtet. 

5 

Verbindet man die humane B- mit der humanen A-Kette uber das vorteiihafte C-Peptid, 
so entsteht ein Proinsulin, das sich bzgl. Expressionsausbeute wie Wildtyp- Proinsulin 
verhalt, dessen enzymatische Prozessierung zu Insulin aber leichter steuerbar ist, so 
daft keine stdrende Spuren von urn Arginin verlangerter B - Kette entstehen, die bei 
10 der Herstellung zum Arzneimittel abgetrennt werden mussen, wodurch 
Ausbeuteverluste auftreten. 

Verbindet man eine um di - Histidin C- terminal verlangerte B- Kette mit der A- Kette 
von Humaninsulin, die in Position A21 Glycin enthalt, mit dem erfindungsgemalien C- 
15 Peptid, so beobachtet man eine um ca. 20% hohere Expressionssausbeute im 
Vergleich zu den mit dem Plasmid plNT90d erzielbaren Ausbeuten und eine fast 
funffach hohere Ausbeute, als dies mit dem Plasmid plNT302d beobachtet wurde. 
Zudem ist die Steuerung der enzymatischen Prozessierung ebenso vereinfacht, wie 
vorher beschrieben wurde. 

20 

Verbindet man eine Lys(B3) Glu (B29) modifizierte B- Kette mit der A - Kette von 
Humaninsulin uber das modifizierte C- Peptid, so beobachtet man verbesserte 
Faltungseigenschaften des Proinsulinderivates im Vergleich zu dem von plNT329d 
kodierten Proinsulin. Die Ausbeute an Rohfusionsprotein ist erhoht und erreicht ein 
25 gleiches Niveau wie mit dem Plasmid plNT90d beobachtet wird. Zudem ist die 
Steuerung der enzymatischen Prozessierung vereinfacht. 

Eine besonders vorteiihafte Ausfuhrungsform des neuen C -Peptids ist durch folgende 
Aminosauresequenz charakterisiert : 

30 

CGCGATGTTCCTCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCCTGGCGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTG 
RDVPQVELGGGPGAGSLQPL 
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GCGCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGG (SEQ ID NO.: 1) 

AL EGSLQKR (SEQ ID NO.: 2) 

5 

Ebenfalls angegeben ist eine von vielen moglichen DNA-Sequenzen, die fur das 
angegebene C-Peptid kodiert. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist ein Voriaufer von humanem Insulin Oder eines 
40-lnsulinanalogons der-Formel-l — 



Fus-B(1-30)-RDVP-Yn-A(1-21) (I); 
wobei 

15 Fus ein optional vorhandener Fusionsanteil beliebiger Sequenz ist; 

B(1-30) die B-Kette von humanem Insulin ist, 

Y fur eine Aminosaurekette stent, welche mit einer basischen 

Aminosaure C-terminal endet; 

n gleich 2 bis 50 ist und die Lange der Aminosaurekette Y angibt; 

20 und 

A(1-21) die A-Kette von humanem Insulin ist, 



und die A- und/oder die B-Kette durch Aminosaureaustausche, Deletionen und/oder 
Additionen modifiziert sein konnen, insbesondere wobei Y n fOr die Aminosauren 5 bis 
25 35 des C-Peptids von humanem Oder Affen-lnsulin steht, bevorzugt, wobei Y n fur die 
Aminosauren 11 bis 35 von humanem Insulin steht. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Voriaufer wie oben beschrieben, wobei 
die B-Kette von humanem Insulin die Modifikationen Lys(B3) Glu(B29) oder wobei die 
30 B- und A-Ketten von humanem Insulin die Modifikationen His(B31) His(B32) Gly(A21) 
enthalten. 

Daruberhinaus ist Gegenstand der Erfindung eine DNA, kodierend fur einen Voriaufer 
wie oben beschrieben. 
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Ebenfalis Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor, enthaltend eine DNA, kodierend fur 
einen Vorlaufer wie oben beschrieben, vorzugsweise, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Vektor ein Expressionsvektor geeignet zur Expression in E.coli ist. 

5 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine E.co//-ZeIle, enthaltend einen Vektor 
wie oben beschrieben. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 
Vorlaufers wie oben beschrieben, wobei 
10 (a) eine DNA wie oben beschrieben in einen Vektor wie oben beschrieben 

eingebracht wird; 

(b) der Vektor aus (a) in eine E.co//-ZeIle eingeschleust wird; 

(c) die E.co//-ZelIe aus (b) enthaltend den Vektor aus (a) zur Expression 
benutzt wird; und 

1 5 (d) der Vorlaufer aus dem Kulturtiberstand isoliert wird. 

Daruberhinaus ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer DNA 
wie oben beschrieben, wobei 

(a) ausgehend von der cDNA des humanen oder Affen-lnsulin mittels PGR 
20 und anderer molekularbiologischen Techniken diese DNA erzeugt und 

(b) isoliert wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von humanem 
Insulin, oder eines Insulinanalogons, wobei 
25 (a) ein Vorlaufer wie oben beschrieben gemali dem Verfahren wie oben 

beschrieben erzeugt wird; 

(b) der Vorlaufer gemali (a) unter geeigneten Bedingungen so gefaltet wird, 
dad sich die Disulfidbrucken wie in Humaninsulin ausbilden konnen, und 
der RDVP-Y n -Teil und gegebenenfalls der Fusionsanteil Fus enzymatisch 

30 entfernt werden; und 

(c) das humane Insulin oder das Insulinanalogon aufgereinigt wird. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines Vorlaufers wie oben 
beschrieben zur Herstellung von Insulin oder eines Insulinanalogons, vorzugsweise 
wobei die Herstellung von Insulin oder einem Insulinanalogon gemafi dem Verfahren 
wie oben beschrieben erfolgt. 

5 

Des weiteren ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung einer DNA wie oben 
beschrieben zur Herstellung eines Vorlaufers wie oben beschrieben. 



Auch ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung eines Vektors wie oben 
10 beschrieben zur Herstellung eines Vorlaufers wie oben beschrieben. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer E.co//-Zelle wie oben 
beschrieben zur Herstellung eines Vorlaufers wie oben beschrieben. 

15 Die Erfindung wird nun anhand der Beispiele naher erlautert, ohne sich aber darauf zu 
beschranken. 

Beispiel 1: Expression von Proinsulinderivaten 

20 Die Expression erfolgt wie in EP-B1 0 489 780 beschrieben. Dabei konnen bei 
Fermentation im grolien Volumen Modifikationen eingefuhrt werden. Beim Vergleich 
der Expressionsraten werden aber stets die gleichen Bedingungen eingehalten. 

Fur das Arbeiten in gro&eren Mafistaben gilt folgendes allgemeines 
25 Fermentationsrezept, das beispielhaft fur ein Volumen von 7,5 Litem beschrieben 
wird : 

Fermentationsvolumen : 7,5 1 

Sterilisationsbedingungen : 121°C, 20 Minuten, bei pH 3,5, nach Sterilisation mit 
30 NH3 auf 7,0 eingestellt. 

Fermentationstemperatur : 37°C 

pH-Regulierung : pH 7,0, Einstellung mit 25% Ammoniakwasser 
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Riihrerdrehzahl 
Beluftung 
Dauer 
Feeding 



Vorkultur 



10 Beimpfung 
Induktion 



15 



1500 UpM 

15 Nl/min (2 wm) 

ca. 24h 

65%ige Glucose wurde ab einem OTR-Wert von 200 
mmol|- 1 h _1 mit einer konstanten Rate von 12 gl~ 1 h _1 
zudosiert. 

Eine SchQttelkultur wurde mit einer Seed-Ampulle 
beimpft und fur 3 - 4h bei 37°C , 250 UpM bis zu einer 
OD A540 ~ 1 inkubiert. 

Die Fermenter wurden mit etwa 40 ml Vorkultur 
angeimpft. 

Bei einer von >40 mit 40 mg/l (300 mg / Fermenter) 
Indolpropionsaure gelost in ca. 10 ml einer walirigen 
Na 2 C0 3 -Lsg. (mit 0,1 7g Na 2 C0 3 ). 



Hierbei bedeuten Nl = Normliter, wm = VolumenA/olumen/Minute und OTR = Oxygen 
Transfer Rate. 



Fermentationsmedien: 



20 



Rezeptnummer GAI 100/95-000: 



Menqe q/l 



Glucose-1-hydrat, D(+) min . 80% 
Citronensaure-1-hydrat 
Ammoniumsulfat min.95% 
25 Phosphorsaure, ortho, 85% 
Di-Kalium-hydrogenphosphat 
Natriumsulfat 

Magnesiumsulfat-7-hydrat, minimum 98% 
Eisen(lll)-sulfatxH20 
30 Spurenelementlsg.: RL 1/85-000 
Thiamin-HCI 
Desmophen 3600 



44 

3,48 

6,0 

2,99 

1,18 

3,0 

2,0 

0,5 

1,0 ml 
0,005 
0,5 
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Spurenelementlsg.: 
RL 1/85-000 



Kupfer(ll)sulfat-5-hydrat 
5 Kaliurnjodid 
Ammoniummolybdat-4-hydrat 
Mangan(II)-sulfat-1-hydrat 
Zin ksu If at-7-hyd rat 



Menqe q/l 



1,6 

4,0 

8,0 

12,3 

16 



Borsaure 



10 

Medium im Schuttelkolben: 

Hefeextrakt 
Glucose 
15 NaCI 
KH 2 P0 4 
K2HPO4 



20 



Menge g/l 

8,0 

1,0 

3,5 

1,32 

3,68 



20 Beispiel 2: Herstellung von Insulinen 

Die Herstellung von Insulinen erfolgt gemad bekannter Methoden, wie sie z.B. in EP- / 
B1 0 489 780 oder EP-A 0 885 961 beschrieben oder diskutiert wurden. Bevorzugt zur 
Faltung und Aufarbeitung des jeweiligen Fusionsproteins ist dabei die in EP-B1 0 668 
25 282 (s. Beispiel 2) beschriebene Methode. Dabei kann nach Faltung entsprechend EP 
0 288 809 der Ansatz vor weiterer Aufarbeitung filtriert werden. 

Beispiel 3: Konstruktion des Plasmids plNT358d kodierend fur das in bezug auf die 
C-Kette derivatisierte humane Proinsulin B - RDVP Cn.35- A 

30 Zur Herstellung des Plasmides wurden die in EP-B1 0 489 780 beschriebenen Primer 
Tir und Insu11 verwendet. Zusatzlich wurden zwei neue Primersequenzen 
synthetisiert. 



•v-.m- ^wr» ni9W7BAi i ^ 



WO 01/25278 



8 



PCT/EP00/09017 



Primer PINT358fill hat folgende Sequenz: 

5 CCC AAG ACC CGC GAT GTT CCT CAG GTG GAG CTG GGC GGG GGC CCT - 3 ' (SEQ ID NO.:3) 
B28 B29 B30 Arg Asp Val Pro Cll C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 (SEQ ID NO • 4) 

5 

Primer PINT358revl! hat die Sequenz: 

5 CAGCTCCACCTGAGGAACATCGCGGGTCTTGGGTGTGTAG - 3 ' (SEQ ID NO.: 5) 

10 Mit DNA des Plasmides plNT90d als Matrize werden mit den Primerpaaren 

Tir/PINT358revl! und lnsu11/PINT358f!ll entsprechend EP-B1 0 489 780 je eine PCR 
durchgefuhrt. Aliquots der Produkte der beiden Reaktionen werden kombiniert und 
zusammen mit dem PrimerpaarTir/lnsu11 in einerdritten PCR eingesetzt. Das 
Produkt dieser Reaktion wird mit den Enzymen Sall/Ncol doppelverdaut und das 

15 Produkt dieses Restriktionsverdaus nach Reinigung in die mit Ncol/Sall geoffnete 
Vektor DNA des ebenfalls in EP-B1 0 489 780 beschriebenen Plasmides plNT91d 
insertiertDas so konstruierte Plasmid erhalt die Bezeichnung plNT358d. Die Struktur 
wird mittels DNA — Sequenzanalyse bestatigt. Kompetente E.co// Zelien werden mit 
DNA des Plasmides transformiert Die Expression des Proinsulins in Bakterien erfolgt 

20 gemafi Beispiel 1. Nach Faltung gemaB Beispiel 2 erfolgt die enzymatische 

Umsetzung des Proinsulin zu Insulin und weitere Reinigung gemaft EP-B1 0 347 781 . 
Dabei kann im Vergleich zu dem aus pINT90d abgeleiteten Verfahren im 
lonentauscherchromatographieschritt eine Randfraktipn zusatzlich aufgefangen 
werden, da diese nicht mit Arg(B31) - Insulin kontaminiert ist. 

25 

Beispiel 4: Konstruktion des Plasmides plNT362d zur Herstellung von 
Lys(B3)Glu(B29) - RDVP -Cn.35 -Proinsulin 

30 Zur Konstruktion des Plasmides werden DNA der Plasmide pINT329d und plNT358d 
als Matrize und die Primer Tir und Insul 1 benotigt Zusatzlich werden zwei neue 
Primer Salforward und 329rev synthetisiert 
Primer Salforward hat die Sequenz : 

35 5' - TACACACCCGAGACCCGCGATGTTCCTCAGG - 3 ' (SEQ ID NO.: 6) 
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Dabei markiert der fett gedruckte Sequenzabschnitt die Sequenz , die mit dem Plasmid 
plNT358d hybridisiert wahrend der restliche Teil homolog zu Sequenzen des die B- 
Kette kodierenden Abschnittes des Plasmides plNT329d ist. 

5 Primer 329rev hat folgende Sequenz : 

5'- CCTGAGGAACATCGCGGGTCTCGGGTGTGTAG -3' (SEQ ID NO.: 7) 

"Dabei markieTrdeTfett gedruckte Abschnitt die~Region, die hom^^^"dem^ntisense 
10 Strang ist, der das Ende der B-Kette biidet und das Triplett fur Arginin im Plasmid 
plNT329d beschreibt. Die restliche Sequenz hybridisiert mit Plasmid plNT358d. Zwei 
PCR - Ansatze werden durchgefuhrt Dabei dient die DNA des Plasmides plNT329d 
als Matrize fur das Primerpaar Tir / 329rev und plNT358d DNA als Matrize fur das 
Paar Salforward / Insul 1 . 

15 

Beide Reaktionen resultieren in Fragmenten, die sich urn die Sequenz des Primer 
Salforward uberlappen. Damit konnen die beiden Fragmente in einer dritten PCR 
vereinigt werden und mit Hilfe der Primer Tir und Insul 1 zu einer DNA - Sequenz 
zusammengefugt werden , die das Insulinanalogon kodiert. Dieses Reaktionsprodukt 
20 wird mit den Restriktionsenzymen Ncol/Sall gespalten und anschlieliend in das 
Sall/Ncol geoffnete Vektorfragment aus plNT91d insertiert. Kompetente Zellen des 
Stammes E.coli K12 MM294 werden mit dem entsprechenden Ligationsansatz 
transformiert . Plasmid DNA wird von Transformanten isoliert und charakterisiert. Das 
richtige Plasmid erhalt die Bezeichnung plNT362d. 

25 

Nach Expression wird eine zu plNT90d vergleichbare Rohausbeute an Fusionsprotein 
beobachtet. Jedoch ist die beobachtete Faltungsausbeute im Vergleich zu plNT329d 
um ca 40% besser. 

30 

Die Struktur des Fusionsproteins kodiert durch plNT362d sieht wie folgt aus: 

^ MATTS TGNSAR FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERQFFYTPET RDVPQVELGGGPG 
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Fusions- B - Kette C - Kette 

Anteil 

5 

AGSLQPLALEGSLQKR GI VEQCCTS I CSLYQLENYCN (SEQ ID NO.: 8) 

C - Kette (Forts.) A - Kette 

10 

Beispiel 5: Konstruktion des Plasmicles plNT349d zur Herstellung von His(B31) 
His(B32) GIy(A21>- RDVP -Cn. 3 5-Proinsulin 

15 Zunachst wird das Plasmid pINT140d, dessen DNA das Insulinanalogon Gly (A21) - 
Insulin kodiert, hergestellt. 

Dazu werden zwei Oligonukleotide zur Verwendung in einer PCR als Primer 
benotigt : 

20 

Oligonucleotid Tir wird als 'Sense' und Oligonukleotid 140drev als 'Antisense'- 
Primer verwendet: 

25 1 40d rev 5 ' - AAAGGTCGACTATTAGCCGCAGTA -3 ' (SEQ id NO.: 9) 

Stop Stop Gly Cys Tyr 
A21A20A19 

30 

Beide Primer werden in einer Standard PCR mit DNA des Plasmides plNT90d 
eingesetzt . Das Reaktionsprodukt wird entsprechend EP-B1 0 489 780 mit den 
Restriktionsenzymen Ncol und Sail umgesetzt und anschlieftend in den entsprechend 
geoffneten Vektor pINT69d eingesetzt. Es entsteht das Plasmid plNT140d das nach 
35 Transformation in E.co// K12 MM294 reisoliert und mittels Restriktions - und 
Sequenzanalyse charakterisiert wird. 

Ausgehend von der DNA des Plasmides plNT140d werden zwei PCR - Ansatze 
durchgefuhrt. Die erste Reaktion benutzt den Primer Tir und als reversen Primer 
40 PINT349a mit folgender Sequenz: 
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Val Gin Pro Val Asp Arg His His Thr Lys Pro Thr Tyr (SEQ ID NO • 10) 
5 - CACCTGAGGAACATCGCGGTGGTGGGTCTTGGGTGTGTAG - 3' 
5 (SEQ ID NO. 11) 

C12C11 * * * * * B30 B29 B28 B27B26 

Dabei bezeichnen die mit Stern markierten Sequenzen die Codone fur die neu 
10 eingefuhrten Aminosauren. 



Die zweite PCR wird mit deh Primern Inu1 1 und PINT349b durchgefuhrt. 
Primer PINT349b hat die Sequenz : 

15 Pro Lys Thr His His Arg Asp Val Pro Gin Val Glu Leu (SEQ ID NO ■ 12) 
5' - ACCCAAGACCCACCACCGCGATGTTCCTCAGGTGGAGCTG - 3' 

(SEQ ID NO.: 13) 
B28 B29B30 * * * * * C11C12C13C14 

20 Von Position 34 bis Position 1 der DNA - Sequenz ist der Primer komplementar zu 
PINT349a. Daher konnen die Reaktionsprodukte der beiden PCR in einer dritten PCR 
mit den Primer Tir und Insul 1 zu dem DNA - Fragment zusammengefugt werden, das 
fur das gewunschte Proinsulinderivat kodiert. Das Produkt dieser Reaktion wird wie 
beschrieben mit den Enzymen Ncol und Sail umgesetzt und in das mit diesen 

25 Enzymen geoffnete Vektorfragment plNT91d eingesetzt und nach E.coli K12 
transformiert. Nach Charakterisierung der Plasmide aus Transformanten erhalten 
richtige Plasmidkonstruktionen die Bezeichnung plNT349d. 

Exprimiert man das Fusionprotein, so zeigt sich ein deutliche Erhohung der Ausbeute 
an Fusionsprotein. Die Ausbeute ist uberraschend ca 20% hoher als dies mit plNT90d 
30 zu erzielen ist und ca. 5 mal grofter als mit Plasmid plNT30d erzielt. Die Faltungsrate 
ist dabei vergleichbar mit der bei Affenpraproinsulin, kodiert von plNT90d, erzielten 
Rate. 
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Patentanspruche: 

1 . Vorlaufer von humanem Insulin oder eines Insulinanalogons der Formel I 
5 Fus-B(1-30)-RDVP-Yn-A(1-21) (I); 

wobei 

Fus ein optional vorhandener Fusionsanteil beliebiger Sequenz ist; 

B(1-30) die B-Kette von humanem Insulin ist, 
10 Y fur eine Amihosaurekette steht, welche mit einer basischen 

Aminosaure C-terminal endet; 
n gleich 2 bis 50 ist und die Lange der Aminosaurekette Y angibt; 

und 

A(1-21 ) die A-Kette von humanem Insulin ist, 

und die A- und/oder die B-Kette durch Aminosaureaustausche, Deletionen 
und/oder Additionen modifiziert sein konnen. 

2. Vorlaufer gemali Anspruch 1 , wobei Y n fur die Aminosauren 5 bis 35 des C- 
20 Peptids von humanem oder Affen-lnsulin steht 

3. Vorlaufer gemaB Anspruch 1 , wobei Y n fur die Aminosauren 1 1 bis 35 von 
humanem Insulin steht. 

25 4. Vorlaufer gemali einem der Ansprtiche 1 bis 3, wobei die B-Kette von humanem 
Insulin die Modifikationen Lys(B3)Glu(B29) enthalt. 

5. Vorlaufer gemali einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die B- und A-Ketten von 
humanem Insulin die Modifikation His(B31 )His(B32)Gly(A21 ) enthalten. 

30 

6. DNA, kodierend fur einen Vorlaufer gemafi einem der Anspriiche 1 bis 5. 
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7. Vektor, enthaltend eine DNA gemad Anspruch 6. 

8. Vektor gemafi Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi der Vektor ein 
Expressionsvektor geeignet zur Expression in E.coli ist. 

5 

9. E.co//-Zelle, enthaltend einen Vektor gemaB Anspruch 8. 

10. Ve rfahren zur Hers tellung eines Vorlaufe rs gema ft einem der Anspruche 1 bis 
5, wobei 

10 a) eine DNA gemafi Anspruch 6 in einen Vektor gemafi Anspruch 7 

eingebracht wird; 

b) der Vektor aus (a) in eine E.coli-Zelle eingeschleust wird; 

c) die E.co//-ZeIle aus (b) enthaltend den Vektor aus (a) zur Expression 
benutzt wird; und 

15 d) der Vorlaufer aus dem Kulturiiberstand isoliert wird. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung einer DNA gemafi Anspruch 6, wobei 

a) ausgehend von der cDNA des humanen Oder Affen-lnsulin mitteis PCR 
und anderer molekularbiologischen Techniken die DNA gemafi Anspruch 

20 6 erzeugt und 

b) isoliert wird. 

12. Verfahren zur Herstellung von humanem Insulin, oder eines Insulinanalogons, 
wobei 

25 a) ein Vorlaufer gemali dem Verfahren nach Anspruch 10 erzeugt wird; 

b) der Vorlaufer gemaft (a) unter geeigneten Bedingungen so gefaltet wird, 
daft sich die Disulfidbriicken wie in Humaninsulin ausbilden konnen, und 
der RDVP-Yn-Teil und gegebenenfalls der Fusionsanteil Fus enzymatisch 
entfemt werden; und 

30 c) das humane Insulin oder das Insulinanalogon aufgereinigt wird. 
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13. Verwendung eines Vorlaufers gemafi einem der Anspruche 1 bis 5 zur 
Herstellung von Insulin oder eines Insulinanalogons. 

14. Verwendung gemafi Anspruch 13, wobei die Herstellung von Insulin oder 
5 einem Insulinanalogon gemafi dem Verfahren des Anspruchs 12 erfolgt. 

15. Verwendung einer DNA gemaft Anspruch 6, zur Herstellung eines Vorlaufers 
gemali einem der Anspruche 1 bis 5. 

16. Verwendung eines Vektors gemaft Anspruch 8 zur Herstellung eines 
1 0 Vorlaufers gemaS einem der Anspruche 1 bis 5. 

17. Verwendung einer E.co//-Zelle gemali Anspruch 9 zur Herstellung eines 
Vorlaufers gemaft einem der Anspruche 1 bis 5. 

15 18. Verwendung gemaft einem der Anspruche 15, 16 oder 17, wobei die 

Herstellung des Vorlaufers gemaft dem Verfahren des Anspruchs 10 erfolgt. 
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SEQUENZ PR0T0K0LL 

<110> Aventis Pharitia Deutschland GmbH 

<120> C-Peptid zur verbesserten Herstellung von Insulin und 
Insulinanaloga 

<130> 1999/L059 

<140> 19947456.7 
<141> 1999-10-02 

<160> 13 

-<4-7-0>~P-a-tentIn~Ver- — 2-.-1 — ... 



<210> 1 

<211> 87 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : DNA kodierend 
fur C-Peptid Variante 

<400> 1 

cgcgatgttc ctcaggtgga gctgggcggg ggccctggcg caggcagcct gcagcccttg 60 
gcgctggagg ggtccctgca gaagcgc 87 



<210> 2 

<211> 29 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<22 3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Variante 
C- Pep- Insulin 

<400> 2 

Arg Asp Val Pro Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser 
1 5 .10 15 

Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg 
20 25 



1 
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<210> 3 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer PINT 
358fIII 

<400> 3 

cccaagaccc gcgatgtt cc tcaggtggag ctgggcgggg gccct 4 5 



<210> 4 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: Proteinteilsequenz aus PINT 358fIII 

<400> 4 

Arg Asp Val Pro 
1 



<210> 5 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer PINT 
358revII 

<400> 5 

cagctccacc tgaggaacat cgcgggtctt gggtgtgtag 4 0 



<210> 6 
<211> 31 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
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Sal forward 
<400> 6 

tacacacccg agacccgcga tgttcctcag g 31 



<210> 7 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 329rev 



<400> 7 

cctgaggaac atcgcgggtc tcgggtgtgt ag 32 

<210> 8 
<211> 91 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :Variante 
Insulinvorlaufer 

<400> 8 

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Lys Gin His 
1 5 10 15 

Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu 
20 25 30 

Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr Arg Asp Val Pro Gin Val Glu 
35 40 45 

Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu 
50 55 60 

Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie 
65 70 75 80 

Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 

85 90 
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<210> 9 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
14 0drev 

<400> 9 

aaaggtcgac tattagccgc agta 24 



<210> 10 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz: Proteinteilsequenz aus PINT 34 9a 

<400> 10 

Val Gin Pro Val Asp Arg His His Thr Lys Pro Thr Tyr 
15 10 



<210> 11 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 34 9a 
<400> 11 

cacctgagga acatcgcggt ggtgggtctt gggtgtgtag 4 0 



<210> 12 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 

Sequenz : Proteinteilsequenz aus PINT 34 9b 

' 4 
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<400> 12 

Pro Lys Thr His His Arg Asp Val Pro Gin Val Glu Leu 
1 5 io 



<210> 13 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Pi rmer PINT 

— - 3 -4$ B ■ ■ - 

<400> 13 

acccaagacc caccaccgcg atgttcctca ggtggagctg 
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